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RESUMEN

El estudio quimico de los extractos polares de la corteza de Diphysa
minutifolia permitié el aislamiento de los metabolitos secundarios mayoritarios,
chamaejasmina (5), difisina (10) y ormocarpina (43). La derivatizacion de 5y 10
permitié la obtencidn de los hexaacetatos 42 y 11, respectivamente. La estructura
dimérica de 11 se corrobor6 mediante difraccion de rayos X de monocristal.
Adicionalmente, los estudios quimicos de los extractos de acetato de etilo (AcOEt)
y metandlico (MeOH) de los frutos de Randia echinocarpa fueron realizados de
manera independiente. Del extracto de AcOEt se aislo al acido quindvico
glucosilado (45), mientras que del extracto MeOH se obtuvo al gardenésido (28),
que mediante su peracetilacién se gener6 al derivado 46. Todos los compuestos

fueron caracterizados mediante sus datos fisicos y espectroscopicos.

Palabras clave: Diphysa minutifolia, chamaejasmina, difisina, Randia

echinocarpa, gardendsido.
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ABSTRACT

The phytochemical study of polar extracts from barks of Diphysa minutifolia
allowed the isolation of chamaejasmin (5), diphysin (10), and ormocarpin (43) as
the major constituents. Chemical derivatization of 5 and 10 yielded the respective
hexaacetates derivatives (42 and 11). The dimeric nature of 11 was supported by
single crystal X-ray diffraction. In addition, phytochemical studies of ethyl acetate
and methanolic extracts from fruits of Randia echinocarpa, were individually
attained. The AcOEt extract gave the quinovic acid glucoside (45), while MeOH
extract provided gardenoside (28), whose peracetylation yielded derivative 46. All

compounds were characterized by their physic and spectroscopic data.

Key words: Diphysa minutifolia, chamaejasmin, diphysin, Randia echinocarpa,

gardenoside.
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1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido descubiertas con los intentos de adquirir
fuentes curativas y alimenticias por nuestros ancestros, siendo éstas desde la
antigiiedad y hasta el momento, de importancia debido a que ostentan el principal
papel protagonico para la cura de enfermedades de manera natural (Cruz, 2007).
Se tiene estimado que del 80% de los habitantes de los paises en desarrollo, unos
3000 millones de personas, tienen en las plantas su principal fuente de
tratamiento. Es esta una de las razones por la que la OMS promueve cada vez
con mas intensidad el estudio de las plantas utilizadas en la medicina tradicional
herbolaria (Fuentes, 2004).

Las plantas al ser organismos seésiles, tienen que adaptarse al entorno
circundante durante su ciclo de vida, por lo que han desarrollado varios
mecanismos para su interaccion con el medio ambiente (Dudareva et al., 2006)
destacando su metabolismo secundario, a partir del cual construyen sustancias
gue son de utilidad para su defensa y supervivencia (Esquema 1.1). Estas suelen
tener una distribucion limitada en la naturaleza y son una expresion de la
individualidad de las especies (Dewick, 2009). Se sabe que son moléculas
organicas que suelen ser quimicamente reactivas (Anaya & Espinoza, 2006) y se

conocen como metabolitos secundarios, o bien, productos naturales.

Los metabolitos secundarios se biosintetizan a partir de bloques de
construccion que incluyen a la Acetil-CoA, &cido shikimico, acido mevalonico y
aminoacidos, a partir de los cuales se deriva una gran cantidad de productos,
entre los que destacan terpenos, compuestos fendlicos y alcaloides, que han
demostrado aplicaciones como medicamentos (Zhao et al.,, 2017), insecticidas
(Vazquez-Luna et al., 2007) y colorantes (Rahma & Saadon, 2019). En los ultimos
39 afos, se ha reportado que aproximadamente el 23.5% de los medicamentos
aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) tuvieron su origen en un

producto natural (Newman & Cragg, 2020).
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Esquema 1.1. Interaccién de las plantas con el medio ambiente (Modificado de
Dudavera et al., 2006).

La investigacion de los productos naturales involucra areas de estudio como
la quimica, bioguimica, biologia, quimiotaxonomia y farmacognosia, destacando la
quimica de productos naturales (fitoquimica), que se enfoca en el aislamiento y
caracterizacion de los metabolitos secundarios de las plantas, los cuales
posteriormente pueden demostrar actividad bioldgica y ser utilizados en la terapia
de diversas enfermedades, o bien, como modelo para la sintesis de moléculas de
importancia industrial (Pabon & Hernandez-Rodriguez, 2012).

El analisis de una planta medicinal con uso tradicional muchas veces ha
conducido al aislamiento de sustancias con actividad biologica, como el
descubrimiento de la salicina (1) en el siglo XIX, aislada del arbol del sauce (Salix
alba), de importancia para la sintesis de lo que ahora conocemos como acido
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acetilsalicilico (Weissmann, 1991); el aislamiento del terpenoide paclitaxel (2)
(Kingston, 1993) a partir de la corteza de Taxus brevifolia, farmaco util para el
tratamiento de cancer de ovario, mama y pulmoén (Nazhand et al.,, 2019) y los
alcaloides vinblastina (3) y vincristina (4), aislados de Catharanthus roseus,

farmacos de valor para el tratamiento de la leucemia (Mesa, 2017).

Figura 1.1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica.

En los ultimos afios se ha avanzado de manera importante en el estudio de
productos naturales; sin embargo, aun existe la necesidad de investigar la
composicién quimica de plantas, con la finalidad de obtener moléculas activas y

comprobar los efectos terapéuticos que le son atribuidos a plantas medicinales.

El empleo de plantas en la actualidad sigue siendo de importancia alrededor
del mundo y el estado de Michoacan no es la excepcion; debido a esto, en el
presente proyecto se realizé el estudio quimico de las especies vegetales Diphysa
minutifolia y Randia echinocarpa conocidas comunmente como “Shure” vy

“Chacua” respectivamente, ubicadas en la region de Tierra Caliente, las cuales
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tienen importancia por su uso en la medicina tradicional del municipio de Huetamo,

Michoacan.
2. ANTECEDENTES

La medicina tradicional se basa en el conocimiento ambiental local, es
adaptativa a los conceptos espacio-temporales y sus poseedores son
principalmente los pueblos originarios. Esta practica tiene mayor antigiiedad que
cualquier otra terapia, siendo el consumo sistematico de plantas con atributos
medicinales remontado a aproximadamente dos millones de afios en Africa (Chifa,
2010). En México existe una extensa variedad de tratamientos fitoterapéuticos
(Martinez, 1996) ademas, es uno de los paises de mayor riqueza floristica, ocupa
el cuarto lugar mundial en biodiversidad; en su territorio crecen unas 30,000
especies vegetales, que representan alrededor del 10% de la flora del mundo
(Villasefior, 2003). Se estima que en el pais existen alrededor de 4,000 especies
de plantas con flores que tienen atributos medicinales, considerandose que la
validacion quimica, farmacolégica y biomédica de los principios activos que
contienen se ha llevado a cabo en aproximadamente 5% de estas especies
(Oceguera et al., 2005), lo que abre un amplio panorama para realizar estudios
guimicos, farmacoldgicos y bioldgicos de la diversa flora medicinal encontrada en

las regiones del pais.

El estado de Michoacan, es caracterizado por poseer una diversidad
vegetal, debido a la variedad de suelos, climas y topografia que posee, situandose
en el sexto lugar con mayor riqueza en biodiversidad en el pais (Arizaga et al.,
2018). La rigueza de especies de la flora arborea de Michoacan es sobresaliente
al compararse con la encontrada en otros estados del pais; en la tabla 2.1y 2.1.1
se resumen las familias y géneros con mayor niumero de especies de arboles
localizadas mayoritariamente en Morelia, seguido por Coalcoman y la Huacana,

siendo también relevantes Aguililla y Huetamo (Cué-Bar et al., 2006).
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Tabla 2.1. Familias con mayor numero de especies arbéreas en Michoacan.

. Numero de especies
Familia

(género)
Asteraceae 82 (27)
Fabaceae 74 (26)
Minosaceae 67 (17)
Caesalpiniaceae 39 (9)
Burseraceae 38 (2)
Fagaceae 35(1)
Euphorbiaceae 33 (14)
Rubiaceae 29 (15)
Boraginaceae 22 (5)
Cactaceae 23 (10)
Solanaceae 18 (3)
Moraceae 17 (7)
Pinaceae 17 (2)

Total 494 (138)

Tabla 2.1.1. Géneros con mayor numero de especies arboreas en Michoacan.

Género . ,
e Numero de especies
(familia)

Bursera (Burseraceae) 37
Quercus (Fagaceae) 35
Lonchocarpus (Fabaceae) 19
Senna (Caesalpiniaceae) 18
Verbesina (Asteraceae) 16
Acacia (Mimosaceae) 15
Mimosa (Mimosaceae) 15
Pinus (Pinaceae) 15
Cordia (Boraginaceae) 13
Ficus (Moraceae) 11
Solanum (Solanaceae) 11
Randia (Rubiaceae) 11
Vernonia (Asteraceae) 11
Total 227
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2.1. Medicinatradicional en Huetamo, Michoacan

El municipio de Huetamo, se localiza al sureste del estado a 280 metros
sobre el nivel del mar, su clima es tropical y seco estepario con lluvias en verano;
en el dominan los bosques tropicales espinosos (Enciclopedia de los Municipios y
delegaciones de México, 2020). Su flora es muy variada, encontrandose una
diversidad de formas vegetativas, sobre todo en tiempo de lluvias. Su poblacion es
mayoritariamente rural, por lo que el uso de plantas medicinales forma parte de la
vida cotidiana de sus habitantes. Los conocimientos adquiridos sobre el uso de
plantas en esta regién es resultado de herencias familiares. Se hace uso de
plantas medicinales para el tratamiento principalmente de diarrea, fiebre, vomito,
heridas externas, inflamaciéon por golpes e incluso para enfermedades crénicas
como lo es el cancer, la diabetes y la hipertension. Las plantas que son usadas
con frecuencia son obtenidas principalmente del campo, identificAndose a través
de sus partes aéreas (flores, hojas, frutos). Algunas de las especies vegetales
medicinales que se ubican en la region de Huetamo pertenecen a los géneros
Diphysa y Randia, que se ubican en las familias Fabaceae y Rubiaceae,

respectivamente, y se distribuyen en la regién de la Tierra Caliente.
2.2. Familia Fabaceae

La familia Fabaceae, es una de las mas numerosas entre las familias de
plantas superiores, agrupando a distintos tipos de especies como arboles,
arbustos, lianas y plantas herbaceas de extensa distribucién mundial (Narvaez,
2007), se considera el grupo mas diversificado entre las plantas con flor,
reconociéndose cerca de 770 géneros y 19,500 especies (Bruneau et al., 2013,
Dhillion, 2004), se caracterizan por su fruto en forma de vaina y sus hojas
compuestas y estipuladas (Judd, 2002). Algunas especies ubicadas en esta familia
tienen relevancia econémica como alimento (por ejemplo, el chicharo, garbanzo,
haba, lenteja, frijol y soya) (Aguilar et al., 2021), también presentan importantes
usos como forrajero, forestal, ornamental y medicinal, son aprovechadas para
tratar enfermedades del aparato digestivo, respiratorio, urinario y tumores

(Camargo-Ricalde et al., 2001). De esta familia se han descrito compuestos que
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incluyen alcaloides, flavonoides, triterpenoides, fenoles y estilbenos, con
importancia bioldgica y farmacologica (Singh et al., 2014). Dentro de esta familia
se encuentra el género Diphysa, donde se ubica la especia Diphysa minutifolia,

estudiada en el presente trabajo.
2.3. Geénero Diphysa

Diphysa, es un género con alrededor de 15 especies, distribuido desde el
suroeste de Estados Unidos de América hasta el norte de Sudamérica, la mayor
diversidad se encuentra en México, siendo la mayoria nativas del pais (Rzedowski
et al., 2016).

Entre las especies mas estudiadas se ubica Diphysa robinioides Bent,
conocida comunmente como “Guachipelin” o “Palo amarillo”, utilizada en
medicina tradicional para el tratamiento de infecciones dermatomucosas, heridas,
leishmaniasis y tifia; de esta planta aislaron los compuestos 5-9 (Castro &
Valverde, 1985; Castro et al., 1986; Sagrero-Nieves, 1986), difisina (10) y el
derivado hexaacetilado 11 (Fig. 2.3.1); 10 mostro actividad contra Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serracia
marcescens y Pseudomonas aeruginosa (Stermitz et al., 1993). Céaceres y
colaboradores, reportaron la actividad de la tintura de hojas de D. robinoides
contra bacterias Gram positivas y negativas y su actividad antifungica (Caceres et
al., 1993).
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Figura 2.3.1. Metabolitos secundarios de Diphysa robinioides.

La especie D. carthagenensis, es utilizada en Yucatan para tratar abscesos
en las glandulas mamarias, disenteria, inflamacion de ojos, como anticonvulsivo y
para aliviar sintomas causados por parasitos protozoarios, asi como infecciones
por dermatofitos, sus hojas se usan para tratar el asma, tos, dolor de huesos y
enfermedades venéreas; el extracto metandlico de hojas es activo frente a la
evaluacion leishmanicida in vitro (Peraza-Sanchez et al., 2007); a partir del
extracto de n-BuOH de hojas aislaron a diphysidiona (12) y vitexina (13) (Fig.
2.3.2) (Torres-Tapia et al., 2013).
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Figura 2.3.2. Compuestos aislados de Diphysa carthagenensis.
2.4. Diphysa minutifolia

Diphysa minutifolia (Fig. 2.4.1), es un arbusto de 1-2 m de alto y crece
principalmente en zonas con clima tropical humedo-seco, su corteza es aspera
color café oscuro, su floracion es durante el mes de junio con flores pequefias de
color amarillo y fruto globoso rugoso con semillas color café (Jiménez et al., 2000);
es conocido comunmente en Tierra Caliente como “Shure”. En 2005 realizaron el
primer estudio de la actividad antibacteriana de esta planta, para avalar su
actividad curativa. El andlisis del extracto etandlico mostro actividad inhibitoria
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas y reportaron el estudio quimico
cualitativo, que sugirid la presencia de compuestos reductores, flavonoides,
fenoles y taninos (Avellaneda et al.,, 2005). Gonzalez-Gomez y colaboradores
realizaron la determinacion de fenoles totales y taninos condensados en especies
arboreas con potencial forrajero de la Region de Tierra Caliente, Michoacéan,
destacando Diphysa minutifolia con un contenido total de 1.89% de taninos y
1.61% de fenoles (Gonzalez-Gomez et al., 2006). Los estudios que se han
realizado de esta especie son principalmente por el uso en la medicina tradicional
del estado de Guerrero, aqui la infusion de la corteza es util para el tratamiento de

la diarrea (Rojas et al., 2010).
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Figura 2.4.1. Partes aéreas de la planta Diphysa minutifolia.

En Huetamo, Michoacan la corteza de Diphysa minutofilia es utilizada como
macerado acuoso para tratar enfermedades crénicas como la hipertension arterial
y el cancer, de lo cual no existe un estudio que avale el uso medicinal de esta

planta, ni el reporte de su estudio quimico.
2.5. Familia Rubiaceae

La familia Rubiaceae, es considerada la cuarta mas grande entre las
faner6gamas, cuenta con alrededor de 637 géneros, 14,000 especies, 65 tribus y
tres diferentes subfamilias (Wikstrom et al., 2020), la mayoria de éstas se localizan
en regiones tropicales y juegan un papel importante en la vegetacion de zonas
calientes (Borhidi & Diego-Pérez, 2002). Generalmente son arboles o arbustos,
plantas erectas postradas o trepadoras, herbaceas o lefiosas; esta familia posee
especies de importancia econémica, para la produccion de tintes, sustancias con
aplicaciones terapéuticas, productos comestibles o maderables (Pino-Benitez,

2016). Algunas de las plantas ubicadas en esta familia tienen uso generalizado en
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la medicina tradicional, con efectos antiinflamatorios, analgésicos, antibacterianos,
antivirales, antioxidantes, en enfermedades vasculares, asi como actividades

sobre el sistema nervioso central (Heitzman et al., 2005).

De especies de Rubiaceae se han descrito productos con una diversidad
estructural que han demostrado tener actividades farmacolégicas importantes
(Viegas et al., 2006), lo que ha demostrado que es una fuente prometedora de
sustancias bioactivas, siendo los iridoides, antraquinonas, triterpenos y alcaloides,
los principales metabolitos secundarios distribuidos en la familia (Martins & Nunez,
2015). Algunas de las especies relevantes en esta familia son, Coffea arabica
(café), de importancia econémica, que tiene como componente quimico principal la
cafeina (14) (Simdes et al., 2004); Uncaria tomentosa de la cual recientemente se
realiz6 un estudio in silico de 26 componentes de esta especie, entre los que
destaca uncarina F (15), aqui se sugiere la potencial eficacia de esta planta como
medicina complementaria o alternativa para el tratamiento de COVID-19 (Yepes-
Pérez et al., 2020) y por ultimo Cephaelis ipecacuana, fuente importante de
emetina (16), alcaloide con efectos eméticos, antihelminticos y expectorantes
(Yoshimatsu et al., 2003).

HSC\N N
A A

07N N
CHj

14

15 16
Figura 2.5.1. Componentes quimicos de Coffea arabica, Uncaria tomentosa y

Cephaelis ipecacuana.
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2.6. Género Randia

El género Randia, pertenece a la familia Rubiaceae, esta constituido por
aproximadamente 90 especies, se encuentra distribuido en regiones tropicales y
subtropicales (Judkevich et al., 2015). Se presentan como &rboles, arbustos o
hierbas, con tallos con espinas rectas o curvas o sin espinas, hojas opuestas o
verticiladas, inflorescencias terminales o axilares, flores bisexuales o unisexuales
de color blanco o amarillo que suelen tener olor agradable, fruto abayado, que
suele tener cubierta espiniforme, semillas comprimidas, envueltas en una pulpa
frecuentemente negra (Borhidi & Diego-Pérez, 2008). México alberga alrededor de
47 especies (Borhidi et al., 2007), algunas de ellas han sido objeto de estudios

cientificos, debido a su uso en la medicina tradicional (Bye et al., 1991).

De las especies de importancia en la herbolaria medicinal es Randia
dumetorum, arbol ayurvédico, utilizado como agente emético y antidisentérico. Del
analisis quimico de sus hojas aislaron al iridoide glicosilado 17 (Sati et al., 1986),
mientras que del extracto metandlico de fruto aislaron la randianina (18) (Fig.
2.6.1) (Sotheeswaran et al., 1989) que exhibié un efecto citotdxico in vitro en la
linea celular de melanoma humano SK-MEL-2 (Jangwan & Singh, 2014). R.
dumetorum es utilizada para el tratamiento de enfermedades del higado, por lo
gue evaluaron la actividad antioxidante y hepatoprotectora de los extractos
metandlicos de hoja y corteza, con lo que se validé cientificamente su uso
(Kandimalla et al., 2016).

O,H
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Figura 2.6.1. Compuestos aislados de Randia dumetorum.
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Randia siamensis es utilizada en la medicina tradicional de Tailandia; sus
frutos se utilizan para inducir el aborto, mientras que sus hojas controlan la presién

arterial, la raiz tiene actividad antipirética, antiescorbuto, y las flores tienen utilidad

para tratar hemorragias nasales. Del fraccionamiento del extracto n-butandlico de
fruto aislaron los pseudoginsendsidos RT2, RT3, RT4 y RT5 (19-22) (Fig. 2.6.2)
(Khwanchuea et al., 2008).

19: Ry =R3=H, R, =Glu, R4 = CHj 22: R4 = Glu(1—6)Glu(1 — 2)Glu,R,=R3=R4;=H
20: R1 = Ara, R2 = R3 =, R4 =H
21: Ry =R, =, R4 =H, R3 =Ara(1— 4) Ram

OH
(@) (@)
"R o Hoé& Ho/ﬁwOH
A HO OH HO
OH OH OH
Ara = Arabinosa Glu = Glucosa Ram = Ramnosa

Figura 2.6.2. Pseudoginsendsidos aislados del fruto fresco de Randia

siamensis.

Diferentes partes como fruto, flores, corteza y raiz de Randia spinosa, son
utilizadas para el tratamiento de artritis reumatoide, dolor, antiinflamatorio,
expectorante, antidepresivo, piel, gastrointestinales y mordeduras de serpientes
(Agre et al., 2021). De la fraccién acuosa del extracto etandlico de tallos, aislaron
el randindsido (23), galiésido (24), éster metilico del &cido desacetilasperulosidico
(25), éster metilico de escandosido (26), geniposido (27) y gardendsido (28) (Fig.
2.6.3) (Hamerski et al., 2003). Mediante ensayos in vitro e in silico demostraron
que los componentes del extracto metandlico de hojas de R. spinosa exhiben
actividades antibacterianas y antiinflamatorias (Mahabaleswara et al., 2017), lo

cual puede atribuirse a los compuestos aislados.
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Figura 2.6.3. Iridoides glicosilados de Randia spinosa.

Del analisis quimico del extracto metandlico de hojas de Randia formosa
aislaron las saponinas triterpenoides con esqueleto de ursano y oleanano,
denominadas randiasaponinas I-VII (29-35) (Fig. 2.6.4) (Sahpaz et al., 2000).

’R2

29 30: R, = Ara (3—>1) Glu, Ry = CH,OH, Ry = H
31:R; = Ara (3—=1) Glu, R, = CH3, R3 = Glu
32: Ry = Ara (2 —1) Ram, R, = CH3, R3 = Glu

COOR;

33: R1 = Ara (2_>1) Ram, R2 = CH3, R3 =Glu
34: R, = Ara, Ry= CH,0H, Ry = Glu
35: R1 = GIU, R2 = CHon, R3 =Glu

Figura 2.6.4. Randiasaponinas aisladas de Randia formosa.
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2.7. Randia echinocarpa

Randia echinocarpa (Fig. 2.7.1), es un arbusto de 2-3 m de altura con
ramas rigidas grisaceas, hojas sésiles ovadas, flores unisexuales, terminales,
solitarias o0 agrupadas, frutos verdes o amarillos subglobosos y semillas
numerosas, pardas, rodeadas por una pulpa oscura al madurar. Es considerada
endémica de Meéxico (Borhidi, 2012) (Bye et al., 1991), distribuida en regiones
tropicales y subtropicales; es una planta medicinal poco conocida, pero importante
por su uso en la medicina tradicional del pais. Es conocida cominmente como
“Granjel” en el centro de México (Bye & Linares, 1983), “Chacua” en el centro-

oeste de México y como “Papache” en el norte del pais (Martinez, 1979).

Figura 2.7.1. a) Arbusto, b) flor y c¢) fruto de Randia echinocarpa.

Existen reportes del uso de esta planta en la medicina tradicional
principalmente del fruto, por ejemplo, se emplea para el tratamiento de una amplia

variedad de trastornos urinarios, y se reporta que tiene actividad diurética.
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También se ha descrito que actia como agente urolitiasico en ratas (Vargas
& Pérez, 2002); se recomienda su uso para enfermedades pulmonares y
circulatorias, asi como para el tratamiento de diabetes, cancer, malaria y Ulceras
pépticas; este mostré actividad antioxidante y antimutagénica, lo que permitid
respaldar su uso como agente anticanceroso (Santos-Cervantes et al., 2007). La
actividad antimutagénica, se atribuy6 a su contenido de &cido linoléico, palmitico y
B-sitosterol (Cano-Campos et al.,, 2011). A partir de la pulpa del fruto se han
aislado melaninas solubles que inhiben la actividad de la a-glucosidasa (Cuevas-
Juarez et al., 2014).

A partir del andlisis quimico del extracto metandlico de los frutos secos de
esta planta aislaron el manitol (36), B-sitosterol (37), y acidos quinovico (38),

oxoquinovico (39), ursdlico (40) y oleandlico (41) (Fig. 2.7.2) (Bye et al., 1991).

39 40 41

Figura 2.7.2. Compuestos aislados de Randia echinocarpa.
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En el municipio de Huetamo, Michoacan, es comudn recurrir a las plantas
medicinales para tratar diversas enfermedades; en esta poblacion la corteza de
Diphysa minutofilia es util para tratar enfermedades cronicas como la hipertension
arterial y el cancer, y el fruto de Randia echinocarpa es util para el tratamiento de
cancer de prostata. En el presente trabajo se reporta el analisis quimico de los
extractos polares obtenidos de estas plantas, que permitié aislar los metabolitos
secundarios mayoritarios, con lo que se esta contribuyendo con el conocimiento

fitoquimico de las especies.
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3. JUSTIFICACION

El descubrimiento de metabolitos de origen natural juega un papel
importante en la ciencia, debido al interés quimico y bioldgico que se tiene sobre
éstos. Es por ello que la investigacion de plantas con usos medicinales permite
descubrir y caracterizar estructuras novedosas que puedan tener potencial
bioldgico. De ahi el interés por explorar especies vegetales con usos medicinales
de Tierra Caliente del estado de Michoacéan, contribuyendo al conocimiento
quimico de especies ubicadas en nuestro pais.
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4. OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio quimico de las especies Diphysa minutifolia y Randia
echinocarpa de la regibn de Huetamo, Michoacan, mediante técnicas

cromatograficas, para aislar e identificar los metabolitos secundarios mayoritarios.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obtener los extractos de polaridad ascendente de corteza de Diphysa
minutifolia y fruto de Randia echinocarpa.

» Aislar los metabolitos secundarios mayoritarios.

» Caracterizar los compuestos mediante sus datos fisicos, quimicos y

espectroscopicos.
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5. METODOLOGIA GENERAL

La metodologia utilizada para la realizacion del presente proyecto se

resume en el esquema (5.1).

Colecta de las especies _ Separacion de partes (obtencion de Obtencion de extractos de
P corteza de Diphysa minutifolia y fruto hexanos, CH,Cl,, AcOEty
vegetales - ; .
de Randia echinocarpa) metanol
N N
Identificacién taxonémica Aislamientoy purificacion de

metabolitos secundarios

H

V

Caracterizacion fisicay
espectroscopicade los
compuestos.

Esquema 5.1. Metodologia general utilizada para el desarrollo del proyecto.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS
6.1. Analisis de extractos de corteza de Diphysa minutifolia
mediante RMN de *H

Los extractos de la planta se obtuvieron mediante maceracion a
temperatura ambiente, empleando como disolventes hexanos, CH,Cl,, AcOEt y
MeOH de manera secuenciada. Cada extracto se analiz6 mediante resonancia
magnética nuclear de proton para determinar la naturaleza y abundancia quimica
de los componentes. El espectro de RMN de *H del extracto hexanico (Fig. 6.1.1a)
mostré en 5.40 ppm una sefal multiple de hidrégenos vinilicos caracteristicos de
acidos grasos insaturados, asi como sefiales de protones base de heteroatomo
entre 4.70 y 3.17 ppm y sefales de protones alifaticos (2.75-0.66 ppm), lo que
sugiri6 la presencia mayoritaria de triglicéridos y acidos grasos, tipicos de
especies de la familia Fabaceae (Pamatz-Bolafos et al., 2018). En el espectro del
extracto de diclorometano (Fig. 6.1.1b), se observaron sefales de hidrogenos
aromaticos entre 7.60 y 6.30 ppm, asi como en la regién de protones base de
heteroatomo de 4.70 a 3.20 ppm, ademas sefales de hidrogenos alifaticos (entre
2.50 y 0.65 ppm). En el espectro de *H del extracto de acetato de etilo (Fig. 6.1.1c)
y metandlico (Fig. 6.1.1d) se apreciaron sefiales simples de hidrégenos fendlicos
entre 9.85 y 9.45 ppm, asi como sefiales de compuestos aromaticos p-
disustituidos entre 7.50 y 6.10 ppm. El espectro del extracto de AcOEt (Fig. 6.1.1c)
también mostré una sefal simple en 11.74 ppm caracteristica de un puente de
hidrogeno y sefiales en la region de protones alifaticos (2.90-0.80 ppm) y por
altimo en el espectro del extracto metandlico (Fig. 6.1.1d) también se observaron
sefales en el area de hidrégenos vinilicos (5.20-4.55 ppm) y base de heteroatomo
(4.20-3.00 ppm).
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Figura 6.1.1. Espectros de RMN de *H obtenidos de la corteza de Diphysa
minutifolia: a) hexanico en CDCl3, b) CH,Cl, en CDCl3, ¢) AcCOEt en DMSO-45 y d)

MeOH en DMSO-g6.

Del analisis anterior, se concluy6 que la abundancia de compuestos en los
extractos de hexanos y CH,Cl, era mayoritariamente acidos grasos, mientras que
los extractos de mayor polaridad contenian compuestos aromaticos; por lo que
decidio realizar el estudio quimico de los extractos de AcCOEty MeOH.
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6.2. Estudio quimico del extracto de AcOEt de la corteza de Diphysa

minutifolia

El extracto de AcCOEt (9 g) se someti6 a separacidon en columna
cromatografica y se obtuvieron 230 fracciones de 25 y 50 mL, utilizando mezclas
de disolventes hexanos-AcOEt y hexanos-AcOEt-MeOH en polaridad ascendente.
En las fracciones 137-149 (polaridad 50:50:1 hexanos-AcOEt-MeOH), 150-171
(polaridad 2:3 hexanos-AcOEt) y 172-179 (polaridad 3:7 hexanos-AcOEt) se
obtuvieron 343 mg (4%) de un sélido café (pf = 230-234 °C), soluble en metanol,
DMSO y agua. En el espectro de RMN de 'H (Fig. 6.2.1) se aprecié una sefial
simple en 11.84 ppm de un grupo fendlico (OH-5) formando un puente de
hidrogeno con el carbonilo C-4; en 6.86 y 6.72 ppm aparecieron dos sefiales
dobles con una J = 8.5 Hz de un sistema aromatico p-disustituido de H-2',6’ y H-
3',5’ respectivamente; en 5.88 y 5.80 ppm se observaron dos sefiales dobles con
acoplamiento meta y una J = 2.1 Hz asignadas a los protones H-8 y H-6; en 5.70
ppm se aprecié una sefial doble con J = 12.0 Hz asignada al protén H-2, por
altimo, en 2.80 ppm se ubic6 una sefial doble con J = 12.0 Hz asignada al protén
H-3.

DMSO
Humedad

OH-5
I . A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f1 (ppm)

Figura 6.2.1. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en DMSO-¢¢ de 5.
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El espectro de **C (Fig.6.2.2) mostré en 196.1 ppm la sefial de carbono de
carbonilo C-4; entre 166.9 y 48.9 ppm se encontraron el resto de las sefales del
anillo A, B y C de la biflavanona (ver tabla 6.2.1). Los datos se compararon con lo
reportado en la bibliografia (Chukwujekwu et al., 2012; Niwa et al., 1986),
correspondiendo al compuesto 5,7,4°,5”,7”,4”-hexahidroxi-(3,3”)-biflavanona o
también conocido como chamaejasmina (5). El valor de la constante de
acoplamiento confirma la geometria trans-trans en las posiciones C-2/C-3 y C-
2”’/C-3”. De 5 existen reportes de su actividad antiinflamatoria y su citotoxicidad
contra las células de adenocarcinoma de cuello uterino HelLa (Qian & Li, 2017); su
configuracion absoluta la establecieron como (2S,3R,2”S,3”R), mediante DCE
(Chalo et al., 2020), este compuesto ha sido aislado de Diphysa robinioides
(Castro & Valverde, 1985), Ormocarpum kirkii (Xu et al., 2012) y Ormocarpum
trichocarpum (Chukwujekwu et al., 2012).

2’6’

T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
f1 (ppm)

Figura 6.2.2. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz en DMSO-45 de 5.
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Tabla 6.2.1. Datos experimentales de & (ppm) de RMN de *H y *3C del
compuesto 5.

'H, multiplicidad, J

C/H 3¢ (Hz)
83.0 5.70 d, (12.0)
48.9 2.80 d, (12.0)

4 (K=< 25—

4a K10 - J—

5 (113 S—

6 96.1 5.80d, (2.1)

7 (11—

8 95.0 5.88 d, (2.1)

8a 512 S—

1 171 < ——
2’6 129.2 6.86 d (8.5)
3,5 115.3 6.72 d (8.5)

4 (11—
OH-5 - 11.84 s

Para corroborar los hidroxilos presentes en el compuesto 5, se llevé a cabo
una reaccion de peracetilacién con anhidrido acético y piridina. El producto de la
reaccion se purific6 mediante cromatografia en columna; se obtuvo como un sélido
de color blanco (pf = 115-120 °C), en un rendimiento del 26%, soluble en CH,Cl, y
CHCls. En el espectro de RMN de *H (Fig. 6.2.3) se ubicé en 7.04 ppm una sefial
multiple de los protones del sistema aromatico p-disustituido, también se observo
el corrimiento de las sefales dobles (J = 2.2 Hz) de los hidrogenos 8 y 6 (6.63 y
6.51 ppm) y entre 2.39-2.28 ppm se observaron tres sefales simples intensas que
integraron para 6 hidrégenos cada una, indicando el traslape de seis metilos de

acetilo.
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Figura 6.2.3. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCl; de 42.

En el espectro de RMN de *3C (Fig.6.2.4) se observé la sefial del carbono
de carbonilo (C-4), asi mismo se apreciaron las sefiales de los carbonilos de
acetato en 169.2, 169.1 y 168.0 ppm y los metilos de acetato en 21.1, 21.0y 21.0
ppm; el resto de las sefales se ubicaron entre 162.7-51.9 ppm (ver tabla 6.2.2).
Estos datos correspondieron con el derivado 5,7,4°,5”,7”,4”-hexaacetoxi-(3,3”)-
biflavanona, también denominado como hexaacetato de chamaejasmina (42)
(Castro & Valverde, 1985).
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Figura 6.2.4. Espectro de RMN de **C a 100 MHz en CDCl; de 42.

Tabla 6.2.2. Datos experimentales de & (ppm) de RMN de *H y *3C del

derivado 42.
'H, multiplicidad, J
C/H 3¢ (Hz)
2 82.9 5.96 d, (12.0)
3 51.9 2.59d, (12.0)
4 189.1 e
42 1121 e
5 155.7 e
6 110.7 6.51d, (2.2)
7 162.7 e
8 108.9 6.63d, (2.2)
g2 1515 e
1 1339 e
2.6’ 128.6
3,5 122.2 7.04m
4 151.3 e
MeCO 169.2, 169.2, 168.0
MeCO 21.1,21.0, 21.0 2.39, 2.33,2.28
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Siguiendo con el analisis de los compuestos presentes en el extracto de
AcOEt de la corteza de D. minutifolia, en las fracciones 193-195 (polaridad 3:7
hexanos-AcOEt), 196-210 (polaridad 1:4 hexanos-AcOEt) y 211-229 (polaridad 1:9
hexanos-AcOEt) se obtuvieron 4 g (44.4%) de cristales amorfos de color salmén
con un punto de fusion mayor a 300 °C, solubles en acetona, metanol, DMSO y
agua. En el espectro de RMN de 'H (Fig. 6.2.5), se apreciaron dos sefiales dobles
en 7.09 y 6.63 ppm con J = 8.6 Hz, de los protones aromaticos H-2’,6’ y H-3',5’,
respectivamente, de un anillo p-disustituido; en 6.00 ppm se ubic6 una sefial doble
que integré para dos protones asignada a los hidrogenos H-6 y H-8, por ultimo, en
4.70 y 2.82 ppm se observaron dos sefales simples anchas asignadas a H-4 y H-

3, respectivamente.

6,8

2,6 CH,0D

1 . i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28
f1 (ppm)

Figura 6.2.5. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDsOD de difisina (10).

El espectro de RMN de *C (Fig. 6.2.6) mostré en 171.7 ppm la sefial
caracteristica del carbonilo C-2, asi mismo entre 159.2-95.8 ppm se observaron

las sefiales de los carbonos sp?y en 44.4 y 37.2 ppm los carbonos metinicos C-4
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y C-3 del anillo de la piranona. Los datos de RMN de *H y **C se compararon con
la literatura (Stermitz et al., 1993) (Tabla 6.2.3), correspondiendo al compuesto
3,4-dihidro-4(4’-hidroxifenil)-5,7-dihidroxi-(3,3”)-bicumarina, conocido como difisina
(10), aislada por primera vez de Diphysa robinioides, que mostré actividad contra
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli; también ha sido aislado
de Ormocarpum trichocarpum (Chukwujekwu et al., 2012) y Ormocarpum Kirkii
(Adem et al., 2019). En el reporte de los constituyentes quimicos de Ormocarpum
sennoides, establecieron la configuracién absoluta de 10 como, (3R,4S,3"R,4”S)-
Difisina mediante DCE (Chalo et al., 2020). Este tipo de compuestos al ser de
naturaleza fendlica suelen tener propiedades antioxidantes, lo cual puede
relacionarse con el uso que se le da a la corteza de Diphysa minutifolia en la

medicina tradicional de Huetamo.

2’6’

Y

ol
A . 4a
)

T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110

T T T T T T T
100 90 80 70 60 50 40 30
f1 (ppm)

Figura 6.2.6. Espectro de RMN de **C a 100 MHz en CD3;0D de 10.
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Tabla 6.2.3. Comparacién de los datos de RMN de *H y *C de difisina (Stermitz et

al., 1993) y datos experimentales de 10.

'H, multiplicidad, J

'H, multiplicidad,

C/H 3¢ (Hz) 13¢- Exp. J (Hz)- Exp.
1717 171.7 -
37.1 2.83m 37.2 2.82 sa
44.4 4.66 m 44.4 4.70 sa
42 1080 - 108.0 -
5 159.1 e 159.2 -
99.7 5.98 d (2.3) 99.7 6.00 d (1.6)

7 1576 - 157.7 -

8 95.8 5.98 d (2.3) 95.8 6.00 d (1.6)

ga 156.0 - 156.1 -

1 1304 e 1304 -
2’6 130.2 7.09 d (8.7) 130.2 7.09 d (8.6)
3,5 116.4 6.60 d (8.7) 116.4 6.63 d (8.6)

4 156.0 e 154.0 e

En el extracto de AcOEt de corteza de D. minutifolia precipité un sélido color

café, el cual fue separado y analizado. En su espectro de RMN de 'H (Fig. 6.2.7)

se observaron principalmente sefiales de compuestos aromaticos entre 7.05 y

6.00 ppm, asi como sefales de protones vinilicos (5.75-4.30 ppm) y base de

heteroatomo (3.88-3.00 ppm). En el intento de obtener uno de los componentes de

la mezcla se realiz6 el proceso de re-cristalizacibn por evaporacion lenta de

disolvente; sin embargo, no se logré obtener un buen resultado, por lo que se opt6

por realizar una reaccién de peracetilacion con anhidrido acético y piridina.
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Figura 6.2.7. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en DMSO-4¢ del precipitado

obtenido del extracto de AcOEt de corteza de D. minutifolia.

En el crudo de la reaccion, se observo la formacién de cristales en forma de
prisma, éstos se decantaron y se lavaron con hexanos y AcOEt, obteniéndose 230
mg (31%) de cristales incoloros (pf = 170-172 °C) solubles en diclorometano,
cloroformo y acetonitrilo. En el espectro de RMN de 'H (Fig. 6.2.8) se observaron
las sefiales caracteristicas del sistema aromatico p-disustituido (7.27-7.11 ppm),
asi mismo en 6.82 y 6.77 ppm se ubicaron las sefiales de los protones aroméaticos
8 y 6 del anillo A de la coumarina; en 2.30, 2.28 y 2.26 ppm Se apreciaron sefales
simples intensas que integran para seis protones cada una, de los metilos de

acetilo, lo que indico que se llevo a cabo la acetilacion de seis grupos OH.
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Figura 6.2.8. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCl; del hexaacetato de
difisina (11).

El espectro de RMN de *C (Fig. 6.2.9) mostr6 en 168.8 ppm la sefial del
carbonilo de la piranona C-2, asi mismo en 168.5, 167.9 y 167.2 ppm las sefales
de los carbonilos de los acetatos y en 21.1, 21.0 y 20.8 ppm las sefales de los
carbonos metilicos de los grupos acetilo; el resto de las sefiales se describen en la
tabla 6.2.2. Los datos experimentales de *H y '3C fueron comparados con la
literatura (Tabla 6.2.4) (Stermitz et al., 1993) y concordaron para el 3,4-dihidro-
4(4’-acetoxifenil)-5,7-diacetoxi-(3,3”)-bicumarina o hexaacetato de difisina (11) que
al ser un compuesto dimérico en RMN se observaron soélo las sefales
correspondientes al monémero, ya que se trata de una molécula con atomos

equivalentes.
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Figura 6.2.9. Espectro de RMN de **C a 100 MHz en CDCl; del hexaacetato de
difisina (11).

Tabla 6.2.4. Comparacion de los datos de RMN de *H y **C del derivado
hexaacetilado de difisina (Stermitz et al., 1993) y datos experimentales de 11.

H
1 T ’
H, multiplicidad, o
13 13 multiplicidad, J
C/H C J (Hz) C- Exp.
(Hz)- Exp.
169.1 - 1688 @ e
3 37.0 3.47m 37.0 3.44 dd (3.5,
2.0)
4 41.3 4.39m 41.3 4.38 dd (3.5,
2.0)
42 116.4 e 1164 e
5 1511 - 1511 e
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6 112.5

150.6

8 108.6
82 150.5
1 134.2
2'6' 127.9
3.9’ 122.7
4’ 147.2

MeCO  168.7, 168.0,

167.1

MeCO 215,213,212

6.77d (2.2)

7.28d (8.7)
7.11d (8.7)

2.31, 2.26, 2.24

112.5
150.6
108.6
150.5
134.2
127.9
122.7
147.2

168.5, 167.9,

167.2

6.77d (2.2)

7.27 d (8.0)
7.11d (8.0)

21.1,21.0,20.8 2.30, 2.28, 2.26

Los cristales obtenidos del hexaacetato de difisina fueron aptos para su

analisis por difraccion de rayos X de monocristal; éste permiti6 corroborar la

estructura dimérica de 11 y sugirid6 que el compuesto cristalizé con moléculas de

agua. Los pardmetros obtenidos mediante el andlisis por difraccion de rayos X se

muestran en las tablas 10.1, 10.1.1 y 10.1.2 (Apéndice-Rayos X). En la figura

6.2.10 se muestra el diagrama ORTEP del compuesto 11, obtenido mediante el

uso del programa MERCURY 3.9, en donde se observaron algunas moléculas de

oxigeno desordenadas, lo que se atribuyé a que el valor de R llegara hasta un

valor de 0.068.
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Figura 6.2.10. Diagrama ORTEP obtenido con el programa MERCURY del
compuesto 11, con elipsoides al 30% de probabilidad.

6.3. Estudio quimico del extracto de MeOH de la corteza de Diphysa

minutifolia

El extracto metandlico (30 g) se someti6 a purificacion en columna
cromatografica, utilizando gel de silice como fase estacionaria y como fase movil
mezclas de disolventes CHCI3-MeOH en polaridad ascendente; se obtuvieron un
total de 137 fracciones. En las fracciones 22-27 de 15 mL cada una (polaridad 7:3
CHCI3-MeOH) se obtuvo un polvo color café claro (60 mg; 0.2%), que
correspondio al metabolito 5. De la fracciéon 34-51 (polaridad 7:3 CHCI3-MeOH),
52-66 (fracciones de 25 y 15 mL, polaridad 3:2 CHCIl3-MeOH) y 67-70 (fracciones
de 15 mL, polaridad 1:1 CHCI;-MeOH) se obtuvo un sdlido de color naranja
brillante (6.0 g; 20%), correspondiente para 10, estos fueron identificados
inicialmente en el extracto de AcOEt. Continuando con el andlisis de este extracto,
en las fracciones 81-83 (polaridad 1:1 CHCI3-MeOH) y 84-85 (polaridad 2:3 CHCls-

MeOH) se identific6 una mezcla de compuestos arométicos glicosilados. Un lote
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de 208 mg de la mezcla se recromatografiaron empleando mezclas de CH,Cl,-
MeOH-H,0; en las fracciones 72-75 con volumen de 15 mL (polaridad 82:18:1
CH,Cl,-MeOH-H,0) y 76-88 (polaridad 80:20:1 CH,Cl,-MeOH-H,0), se aislé un
sélido amorfo de color naranja (23 mg; 0.10%; pf = 215-218 °C) soluble en
metanol y DMSO. El anélisis por RMN de *H (Fig. 6.3.1) mostr6 en 6.93 y 6.79
ppm dos sefiales dobles con J = 8.0 Hz de los protones H-2’,6’ y H-3',5’ de un
sistema aromatico p-disustituido; en 6.20 y 6.15 ppm se apreciaron dos sefiales
dobles, con J = 2.2 Hz, que indicaron una disposicion meta entre los protones H-6
y H-8 del anillo aromético A de la flavanona; en 5.83 ppm se ubic6 una sefial doble
(J = 12.0 Hz), asignada para el protdbn H-2 con acoplamiento trans con H-3; las
sefales entre 4.93-3.45 ppm indicaron que se encontraba en su forma glucosilada,
observandose en 4.96 ppm la sefial doble con J = 8.0 Hz correspondiente al

protdbn anomérico H-1"", por dltimo en 2.86 ppm se observo una sefial doble (J =

12.0 Hz) asignada al hidrégeno H-3.

T T T
5.00 4.95 4.90
f1 (ppm)

H-glucosa

3,5 (_)\_\

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8
f1 (ppm)

Figura 6.3.1. Espectro de RMN de *H en CDs;0OD a 400 MHz de Ormocarpina (43).
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En el espectro de RMN de *3C (Fig. 6.3.2) se observé la sefial del carbono
de carbonilo (C-4) en 198.6 ppm, asi como las sefiales de los carbonos sp? entre
167.1-96.9 ppm de la porcion de la flavanona; en 101.4 pm se encontro el carbono
anomeérico de la porcién glucosidica y entre 78.3-62.4 ppm se ubicaron las sefales
que corresponden a los carbonos del azlcar. Los datos se compararon con la
literatura (Xu et al., 2011), donde se indica una configuracion 8 para la glucosa y
correspondieron para la biflavanona Ormocarpina (43) como se aprecia en la tabla

6.3.1. 43 fue aislada por primera vez de Ormocarpum kirkii (Nyandat et al., 1990).

2,6’ 3,5

4
4 7 |8a 1

T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50
f1 (ppm)

Figura 6.3.2. Espectro de RMN de *C en CD;0D a 100 MHz de 43.
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Tabla 6.3.1. Comparacién de los & (ppm) de RMN de *H y *3C del derivado

glucosilado de chamaejasmina (Xu et al., 2011) y datos experimentales de 43.

'H, multiplicidad, J 'H, multiplicidad, J

H/C 3¢ 13C- Exp.
(H2) (Hz)- Exp.
2 5.83d (12.0) 85.1 5.83d (12.0) 85.1
3 2.86d (12.0) 51.5 2.86d (12.0) 51.5
4 e 198.7 e 198.6
4a - 1050 - 105.0
5 e 1649 e 164.9
6 6.22 d (4.0) 98.4 6.20d (2.2) 98.4
7T e 167.1 - 167.1
8 6.16 d (4.0) 97.0 6.15d (2.2) 96.9
8a - 1641 - 164.1
7 e 1288 e 128.7
4 e 159.6 159.6
2’6 6.93 d (8.0) 130.4 6.93d (8.0) 130.2
3.5 6.80 d (8.0) 116.7 6.79d (8.0) 116.6
177 4.97 d (8.0) 101.3 4.96 d (8.0) 101.4
27 3.44 m 74.6 74.7
3" 3.41m 78.2 78.3
47 3.46 m 71.1 3.88-3.45 (m) 71.3
57 3.47m 77.7 77.8
6" 3.89m 62.2 62.4
3.68 m
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6.4. Analisis de extractos de frutos de Randia echinocarpa

Los extractos de los frutos se obtuvieron mediante maceracion a
temperatura ambiente y reflujo, empleando disolventes de polaridad ascendente.
Cada extracto fue analizado mediante RMN de *H para determinar la naturaleza y
abundancia quimica de los componentes. En el analisis del espectro de *H del
extracto hexanico del fruto de R. echinocarpa (Fig. 6.4.1a) se observaron de 5.35
a 5.26 ppm sefiales de hidrogenos vinilicos, adicionalmente se ubicaron sefiales
de metilenos base de hetoatomo (entre 4.30 y 4.15 ppm) y sefales de hidrogenos
alilicos en 2.79 y 2.05 ppm caracteristicas de acidos grasos insaturados y
triglicéridos. El espectro del extracto de diclorometano (Fig. 6.4.1b) mostr6 sefiales
en el &rea de protones vinilicos (5.75-5.20 ppm), base de heteroatomo (4.15-3.85
ppm) y alifaticos (2.77-0.80 ppm). En el andlisis del espectro de RMN de *H del
extracto de AcOEt (Fig. 6.4.1c) se aprecié en 7.30 ppm una sefial simple de un
protdbn de un sistema insaturado, también se observaron sefiales de protones
vinilicos de 6.00-4.50 ppm y base de heteroatomo de 4.15-3.00 ppm; de 2.50-0.70
ppm se apreciaron sefiales de protones alifaticos. El espectro de 'H del extracto
metandlico (Fig. 6.4.1d) mostré el patrén de sefiales observadas en el extracto de
AcOEt y un incremento en el nimero de sefiales de hidréogenos base de
heteroatomo de azucares (4.50-3.05 ppm) y la disminucion de sefiales en el area
de protones alifaticos (de 2.50 a 0.80 ppm), concluyéndose que estos extractos
(AcOEt y MeOH) contienen componentes glicosilados. A partir de los resultados
de éste analisis se decidio realizar el estudio quimico de los extractos de AcOEt y
MeOH.
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Figura 6.4.1. Espectros de RMN de 'H obtenidos del fruto de Randia echinocarpa:
a) hexanico en CDCl3, b) CH,Cl, en CDCI3, ¢) AcOEt en DMSO-¢4¢ y d) MeOH en

DMSO-ge.

6.5. Estudio quimico del extracto de AcOEt del fruto de Randia
echinocarpa

Un lote de 20 g de extracto de AcOEt se sometié a separacion en columna
cromatografica para la obtencién de 60 fracciones utilizando mezclas de CH,Cl,-
MeOH en polaridad ascendente como fase movil. Las fracciones se analizaron por
CCF para determinar de manera cualitativa su similitud constitutiva. Las fracciones
54 (polaridad 4:6 CH,Cl,-MeOH), 55-56 (polaridad 3:7 CH,Cl,-MeOH), 57-58
(polaridad 2:8 CH,Cl,-MeOH) y 59-60 (polaridad 1:9 CH,Cl,-MeOH) se unieron y
purificaron mediante columna cromatografica empleando CH,Cl,-MeOH. De esta
purificacion, en las fracciones 21-22 (polaridad 4:1 CH,Cl,-MeOH) y 23-25
(polaridad 7:3 CH,Cl,-MeOH) se obtuvo un sélido de color café (pf = 245-250 °C),
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como compuesto mayoritario, el cual representd el 0.5% del extracto, este sélido
fue soluble en metanol y parcialmente soluble en acetona. En el espectro de RMN
de H (Fig. 6.5.1) se observé en 5.64 ppm una sefial multiple del protén vinilico H-
12, en 5.40 ppm se aprecié una sefial doble con J = 7.8 Hz que integra para un
protén, que indico la presencia de una unidad de glucosa unida a un grupo
carboxilo en posicion C-27, esto de acuerdo con la sefial observada en RMN de
13C (Fig. 6.5.2) en 95.6 ppm para el carbono C-1”, también en 4.32 ppm apareci6
una sefal doble (J = 7.8 Hz) de H-1’, que indico la presencia de otra unidad de
glucosa, ahora unida con un enlace éter, esto es consistente con lo observado en
RMN de *C, donde el carbono anémerico C-1° se observd en 106.6 ppm, asi
mismo de 3.85 a 3.10 ppm se apreciaron las sefiales de los protones del esqueleto
de las glucosas; de 2.29 a 1.19 ppm se ubicaron las sefiales de protones
metilénicos y metinicos; en 1.04 y 0.99 ppm se observaron dos sefales simples de
los protones CHs-24 y 25, respectivamente, en 0.94 ppm se observé una sefal
multiple correspondiente a los protones de los metilos 29 y 30, por ultimo en 0.90 y
0.85 ppm se apreciaron dos sefales simples de los protones metilicos CH3-26 y
23, estos datos fueron comparados con lo reportado en la literatura (Aquino et al.,
1988; Lamidi et al., 1995). En la tabla 6.5.1 se aprecia la concordancia de los
datos experimentales con los reportados para el compuesto 45, por lo que se

propuso dicha estructura.
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Figura 6.5.1. Espectro de RMN de 'H en CD3;OD a 400 MHz de 45.

Tabla 6.5.1. Comparacion de & (ppm) de RMN de *H de los acidos quinévicos
glucosilados 44 y 45 (Aquino et al., 1988) y datos experimentales de 45.

44 45
C-3-Glu C-3-Glu
C-28-Glu C-27-Glu
3? lH, 1H, 1H,
H multiplicidad, J  multiplicidad, J  multiplicidad, J
(Hz2) (H2) (H2)-Exp.
1 4.35d, (7.5) 4.35d, (7.5) 4.32d, (7.8)
17 5.40d, (7.5) 5.40d, (7.5) 5.40d, (7.8)
REGMREHREGL ) 5.58 m 5.62m 5.64 m
S REGUREGURTH o3 0.855s 0.855s 0.855s
24 1.04s 1.04s 1.04s
25 0.99s 1.00s 0.99s
26 0.89s 0.92s 0.90s
29y 0.96 d 0.96 d 0.94m
30
42
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El espectro de RMN de *C de 45 (Fig. 6.5.2) mostr6 en 179.1 ppm la sefial
del carbonilo C-28; en 177.9 ppm se aprecido la sefial del carbonilo C-27
esterificado con una unidad de glucosa; en 133.2 y 130.9 ppm se observaron las
sefiales de los carbonos sp? C-13 y C-12 respectivamente, en 106.6 y 95.6 ppm
se ubicaron las sefiales de los carbonos andémericos C-1' y C-1” de las glucosas
en posicién C-3 y C-27 del esqueleto del triterpeno, en 28.5, 21.4, 19.2, 18.1, 17.1
y 16.9 ppm se apreciaron las sefiales de los metilos CH3-24, CH3-30, CH3-23,
CH3-26, CH3-29 y CH3-25 respectivamente, el resto de las sefiales del esqueleto
carbonado, se observaron de 90.6 a 19.3 ppm y se describen en la tabla 6.5.2. Los
datos experimentales de **C fueron comparados con la literatura (Aquino et al.,
1988; Lamidi et al., 1995) y como se aprecia en la tabla 6.5.2 los 6 de los carbonos
C-12, C-13, C-14 y C-27 coincidieron con los datos experimentales, lo que fue de
utilidad para corroborar la propuesta de la presencia de acido quinévico 36-O-(B3-D-

glucopiranosil-(27—1")-B-D-glucopiranosil éster (45).

29 25
2 11 /H’j\
1615
30
30 26
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Figura 6.5.2. Espectro de RMN de *C en CD3;0D a 100 MHz de 45.
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Tabla 6.5.2. Comparacién de & (ppm) de **C de los &cidos quindvico glucosilados

44 y 45 (Aquino et al., 1988) y datos experimentales del compuesto 45.

44 45
C C-3-Glu, C-28-Glu C-3-Glu, C-27-Glu Exp.
1 39.8 40.0 39.9
2 27.1 27.1 27.1
3 90.9 90.9 90.7
4 40.1 40.1 40.1
5 56.6 56.9 56.9
6 19.4 19.4 19.3
7 37.9 37.9 37.8
8 40.7 40.9 40.8
9 47.9 48.0 ND
10 37.9 38.0 38.0
11 24.1 24.0 23.9
12 129.7 130.7 130.9
13 135.0 133.7 133.2
14 59.5 57.8 57.3
15 26.2 25.9 25.8
16 27.1 26.7 26.4
17 48.3 48.1 48.1
18 55.7 55.5 55.3
19 40.4 40.3 40.2
20 38.1 38.3 38.2
21 31.3 31.2 31.1
22 37.3 37.1 37.0
23 19.4 19.3 19.2
24 28.6 28.6 28.5
25 16.9 16.9 16.9
26 18.4 18.2 18.1
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27 1795 178.1 177.9
28 178.5 182.0 179.1
29 17.1 17.1 17.1
30 21.3 21.4 21.4
1 106.6 106.6 106.6
2 75.8 75.6
3 78.6 78.6
4 71.9 71.6
5 77.9 7.7
6’ 63.0 62.8
1” 95.8 95.6
27 74.1 74.0
3" 78.4 78.2
4" 71.6 71.2
5” 78.4 78.2
6” 62.9 62.5

*ND= Desplazamientos no identificados por traslape con el disolvente.

6.6. Estudio quimico del extracto de MeOH del fruto de Randia

echinocarpa

Un lote de 20 g de extracto metandlico se fraccioné mediante cromatografia
en columna, utilizando como eluente mezclas de CHCI3-MeOH-H,0 y recolectando
fracciones de 100 y 50 mL. En las fracciones 34-35 (polaridad 76:24:0.05 CHCl;-
MeOH-H,0) y 36-40 (polaridad 74:26:0.05 CHCI3-MeOH-H,0) se obtuvieron 3 g
de una miel café. Una porcion de esta (2.5 g) se recromatografi6 mediante
columna cromatogréfica, utilizando como fase mévil mezclas de CH,Cl,-MeOH-
H,O, en las fracciones 80-86 (polaridad 90:10:0.05 CH,CI,-MeOH-H,0) se
obtuvieron 792 mg (4.0%) de una miel amarilla, como componente mayoritario.
Esta fue analizada mediante RMN de 1D y 2D. El espectro de RMN de *H (Fig.
6.6.1) mostré en 7.38 ppm una sefial doble (J = 1.4 Hz), asignada al proton vinilico
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H-3, asi mismo en 6.15 ppm se ubic6 una sefial doble de dobles (J = 5.7, 2.8 Hz)
del protén vinilico H-6; en 5.79 ppm se aprecié una sefal doble con J = 2.5 Hz,
asignada para el protdon base de oxigeno H-1, en 5.73 ppm se observo una sefial
doble de dobles (J = 5.7, 1.7 Hz) del protén H-7; en 4.64 ppm se aprecié una sefial
doble (J = 7.9 Hz) del hidrogeno anomérico de glucosa H-1’ en disposicion B, asi
mismo en 3.88 ppm se observd una sefial doble de dobles (J = 12.0, 1.8 Hz), que
integra para un proton asignada al proton H-6’ de la glucosa, en 3.69 ppm se
aprecio la sefal de H-5 traslapada con la sefial simple en 3.70 ppm asignada para
los hidrogenos del metoxilo, en 3.67 ppm se ubicd una sefial multiple asignada
para el hidrégeno H-6’, asi mismo en 3.63 y 3.51 ppm se apreciaron dos sefiales
dobles con J = 12.0 Hz que integraron ambas para un protén, de los hidrogenos H-
10; en 3.36 y 3.30 ppm se ubicaron dos sefiales multiples de los protones H-5" y
H-3’; en 3.25 ppm se observé una sefial multiple asignada al protén H-4’, por
altimo en 3.18 ppm se aprecio una sefia triple con J= 8.5 Hz del hidrégeno H-2’ del
esqueleto de glucosa y en 2.61 ppm se ubicd una sefial doble de dobles (J = 8.5,
2.5 Hz), asignada a H-9. La asignacion de los hidrégenos se concreté con la
ayuda del experimento COSY (Fig. 6.6.2) donde se observé la correlacion del
hidrégeno 9, con el hidrégeno 1, asi mismo la correlacién de H-5 con H-9, lo que
permitié la asignacion de H-5; también se observé la correlacion del hidrogeno
anomerico H-1’, con la sefal triple de H-2'. Los datos experimentales de RMN de
'H se compararon con la bibliografia (Hamerski et al., 2003) (Tabla 6.6.1) y
concordaron para el gardendsido (28) que contiene un esqueleto de iridoide,

caracteristicos de la familia Rubiaceae.
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Figura 6.6.1. Espectro de RMN de *H en CDs0D a 400 MHz del gardenésido (28).
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Figura 6.6.2. Espectro COSY del gardendsido (28).

Estudio Quimico de especies arbdreas medicinales de Huetamo, Michoacan 47



Tabla 6.6.1. Comparacién de & (ppm) de RMN de *H del iridoide glicosilado

(Hamerski et al., 2003) y datos experimentales de 28.

H H, multiplicidad, J (Hz) H, multiplicidad, J (Hz)- Exp.
1 5.78 d, (2.5) 5.79d, (2.5)
3 7.37d, (1.4) 7.38d, (1.4)
5 3.69m 3.69m
6 6.14 dd, (5.7, 2.7) 6.15 dd, (5.7, 2.8)
7 5.72 dd, (5.7, 1.7) 5.73dd, (5.7, 1.7)
8 ee— s
9 2.60 dd, (8.5, 2.5) 2.61 dd, (8.5, 2.5)
10 3.62d, (11.3) 3.63d, (12.0)
3.51d, (11.3) 3.51d, (12.0)
OMe 3.69s 3.70s
’ 4.65d, (7.9) 4.64 d, (7.9)
’ 3.18 dd, (7.9, 9.0) 3.18t, (8.5)
’ 3.28m 3.30m
4 3.24 1, (8.8) 3.25m
’ 3.35dd, (2.1,9.0 3.36 m
6’ 3.88 dd, (10.0, 5.2) 3.88dd, (12.0, 1.8)
3.65 dd, (10.0, 5.2) 3.67m

En el espectro de RMN de *3C del compuesto 28 (Fig. 6.6.3) se observé la
sefal del carbonilo de éster (C-11), asi mismo se apreciaron entre 151.9y 111.5
ppm las sefiales de los carbonos sp’ en 99.8 ppm se ubicé la sefial
correspondiente al carbono anomeérico y de 94.2-38.8 ppm se apreciaron las
sefiales del resto de los carbonos del esqueleto monoterpenoide. Los datos se
compararon con la bibliografia (Chaudhuri et al.,, 1980) (Tabla 6.6.2) y se
corrobor6 la estructura del gardendsido (28). Los autores asignan la
estereoquimica de C-8 por comparacion de los desplazamientos quimicos de 28 y

su epimero 24, sobre el efecto que causa el OH axial o ecuatorial en C-8 sobre C-
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9y C-1. La configuracion absoluta de 28 aun sigue sin establecerse, ya que en los
reportes encontrados (Bailleul et al., 1977, Farid et al., 2002, Chen et al., 2009,
Neri-Numa et al, 2020) solo es considerada su configuracion relativa.
Adicionalmente, se encontré que este compuesto es comercializado en linea por
una empresa extranjera, denominada “Herbest”, aunque aqui no se especifica la
configuracion de dicho compuesto (es.bjherbest.com/analytical-
standard/gardenoside-cas24512-62-7.html). 28 ha sido aislado de Feretia
apodanthera (Bailleul et al., 1977), Randia spinosa (Hamerski et al., 2003),
Gardenia jasminoides (Chen et al., 2009) y Rothmannia witti (Wisetsai et al., 2020)
y se ha informado de su actividad antioxidante (Shang et al., 2019) y como

inhibidor de dolor neuropatico (Yu et al., 2018).

O-CH,
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e

Y gt W
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170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 fl1?5 1)00 95 90 8 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35
ppm

Figura 6.5.3. Espectro de RMN de *C en CD;OD a 100 MHz del gardendésido
(28).
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Tabla 6.6.2. Comparacién de datos de RMN de **C del gardenésido (Chaudhuri et
al., 1980) y datos experimentales de 28.

C e 13¢- Exp.
1 94.4 94.2
3 152.0 151.9
4 111.6 111.5
5 38.9 38.8
6 135.8 135.6
7 135.9 135.8
8 86.3 86.2
9 52.4 52.3
10 67.1 67.0
11 169.6 168.8
OMe 51.6 51.7

& 99.9 99.8
2’ 74.7 74.6
3 78.4 78.3
4 71.6 715
5 78.0 77.9
6’ 62.8 62.7

La peracetilacion con anhidrido acético y piridina de un lote de 100 mg de la
fraccion 34-40 (enriquecida con 28), y posterior purificacion del crudo de reaccion
en columna cromatografica usando como eluente mezclas de hexanos-acetona,
permitié la obtencion de un sélido amorfo amarillo (73 mg; pf = 52-55 °C) soluble
en metanol y etanol, que correspondié al derivado peracetilado de gardendsido.
En el espectro de RMN de *H (Fig. 6.6.4) se aprecié en 7.31 ppm la sefial del
hidrogeno vinilico H-3; las sefiales de los hidrégenos de la glucosa se desplazaron
a campo bajo encontrandose entre 5.22 y 3.77 ppm y se logr6 medir su constante
de acoplamiento (Tabla 6.6.3) lo cual no habia sido reportado en la bibliografia

consultada; de 2.12 a 1.90 ppm se ubicaron cinco sefiales simples, una de ellas
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(2.04 ppm) integr6 para seis protones, lo que sugiri6 un traslape, estas
correspondieron a los metilos de acetato, lo que indicé que se llevo a cabo la
acetilacion de seis grupos hidroxilo. La asignacion de los protones se realiz6
mediante espectroscopia bidimensional COSY. El espectro de RMN de *C (Fig.
6.6.5) mostré entre 170.6 y 168.9 ppm las sefiales de los carbonilos de acetato,
asi mismo se observo el cambio de desplazamiento de C-8 y C-10 (91.4 y 64.0
ppm, respectivamente) y entre 93.3-61.8 ppm, se apreciaron las sefales de los
carbonos del fragmento glucosidico. En el experimento HETCOR (Fig. 6.6.6) se
aprecio la correlacion de H-1 con C-1 en 93.3 ppm, asi como aquella entre H-1’
con C-1’ en 95.7 ppm, también se observo la correlacion de H-7 con C-7 en 130.7
ppm y la correlacion de H-6 con C-6 en 136.4 ppm, estas correlaciones
permitieron la correcta asignacion del espectro de RMN de **C. Los datos de RMN
al ser comparados con la literatura (Bailleul et al., 1977) concordaron para el
8,10,2’,3',4’,6’-hexaacetilgardendsido, también conocido como
hexaacetilgardendsido (46) (Tabla 6.6.3), sin embargo, los datos descritos para C-
1, C-1’, C-7 y C-6 deben ser revisados.
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Figura 6.6.4. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCl; de 46.
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Figura 6.6.5. Espectro de RMN de **C en CDCl;a 100 MHz de 46.
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Figura 6.6.6. Espectro HETCOR del hexaacetato de gardendsido (46).

Taba 6.6.3. Comparacion de datos de RMN de *H y **C del derivado hexaacetil

gardendsido (Bailleul et al., 1977) y datos experimentales de 28.

f1 (ppm)

'H, multiplicidad,
H/C

'H, multiplicidad, J

J (Hz) 3¢ (Hz)- Exp. 13¢C- Exp.
1 6.07d 96.0 6.12 s 93.3
3 7.35s 1494 7.31s 149.3
4  eeeeeee 1124 - 111.2
5 e 38.0 3.66 d, (8.8) 37.8
6 6.36 (dd) 130.8 6.32 dd, (5.7, 2.8) 136.4
7 5.90 (d) 136.5 5.90dd, (5.7, 2.8) 130.7
8 e 916 - 914
9 2.80 dd 49.4 2.98d, (8.7) 49.2
10 e 64.1 4.62 d, (12.0) 64.0
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1 166.4
OCHs 3.68s 51.4
MeCO 2.05-1.80s -

T 935
2 e 70.8
. 72.4
4 68.5
5 e 72.7
6 62.0

4.21d, (12.0)
3.70 s
2.12, 2.06, 2.04,
2.04, 2.00, 1.90 s
4.84d, (8.2)
4.97 t, (9.5)
3.77m
5.09t, (9.5
5.22 1, (9.5)
4.38 dd, (12.4, 5.0)
4.12 dd, (12.4, 5.0)

166.3
51.3

29.5, 21.7, 20.7,
20.5, 20.5, 20.1

95.7
70.5
12.2
68.2
72.5
61.8
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7. CONCLUSIONES

Con este trabajo se contribuye con el conocimiento de los metabolitos
mayoritarios presentes en corteza de Diphysa minutifolia y frutos de Randia
echinocarpa, especies ubicadas en la Tierra Caliente del estado de Michoacan. De
Diphysa minutifolia, es el primer reporte del estudio fitoquimico.

El estudio quimico de la corteza de Diphysa minutifolia y frutos de Randia
echinocarpa permitié conocer los tipos de metabolitos mayoritarios presentes. Los
extractos menos polares fueron ricos en acidos grasos Y triglicéridos, mientras que

los polares fueron ricos en componentes aromaticos y glucosilados.

A partir de los extractos de AcOEt y MeOH de corteza de Diphysa
minutifolia, se obtuvieron como metabolitos mayoritarios a chamaejasmina (5),
difisina (10) y ormocarpina (43), los cuales han sido reportados previamente de
otras fuentes vegetales y han mostrado actividades biolégicas interesantes, como
agentes anticancerosos y antioxidantes (Stermitz et al., 1993; Niwa et al., 1986;
Chukwujekwu et al., 2012; Qian & Li, 2017), lo que puede relacionarse con el uso
gue se da a esta planta en la medicina tradicional de Huetamo, Michoacan. La

derivatizacién de 5y 10 permitié la obtencién de los hexaacetatos 42 y 11.

5:R'=H,R?2=H,R®=H
42: R'= Ac, R2= Ac, R®= Ac
43:R'=Glu

A patrtir del extracto de AcOEt y MeOH de frutos de Randia echinocarpa se
obtuvé al &cido quindvico-3B-O-(B-D-glucopiranosil-(27—1)--D-glucopiranosil

éster (45) y al gardendsido (28) como metabolitos secundarios mayoritarios. La
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derivatizacion de 28, permitio la obtencion del derivado 46. EI compuesto 28 ha
mostrado actividades importantes, entre ellas actividad antioxidante (Shang et al.,
2019) lo que puede relacionarse con el uso que se le da al fruto de esta planta,
para el tratamiento de cancer de préstata. Este el primer reporte del aislamiento de

28 y 45 en Randia echinocarpa.
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8. PARTE EXPERIMENTAL
8.1. Generalidades

Las separaciones cromatogréficas se realizaron mediante cromatografia en
columna, empleando columnas de vidrio, gel de silice 230-400 mallas de la marca
MERCK y mezclas de disolventes como fase movil. Los disolventes fueron

destilados para su uso.

Los espectros de RMN de 1D y 2D fueron medidos a 400 MHz para *Hy a
100 MHz para *3C en espectrémetro Varian Mercury Plus 400, utilizando CDCls,
DMSO-46, CD30D como disolventes y TMS como referencia interna. Los espectros
fueron procesados en el programa MestReNova. Los desplazamientos quimicos

se reportan en partes por millén y las constantes de acoplamiento (J) en Hz.

Los espectros IR se midieron empleando un espectrofotdmetro Thermo
Scientific modelo Nicolet iS 10, empleando la técnica de ATR. Los datos se

expresan en nimeros de onda (v cm™) para los maximos principales de absorcién.

Los espectros de UV se adquirieron en MeOH, EtOH, CH3CN y CHCI; en
espectrofotometro Genesys 10S Uv-VIS, empleando celdas de cuarzo de 1 cm de

longitud.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fischer Scientific y no

estan corregidos.

El andlisis de rayos X, se llevd a cabo en un difractometro Bruker APEX-II
CCD con radiacién de CuK,. El proceso de refinamiento de la estructura se llevo a
cabo utilizando el programa SHELXLE-64, la estructura se visualiz6 empleando el
programa ORTEP y MERCURY 3.9.
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8.2. Material vegetal

La especie Diphysa minutifolia Rose (apéndice 10.1. Constancia de
determinacion taxonémica) se colecté en el municipio de Huetamo, Michoacéan,
México (18° 38’ 1” N, 100° 54’ 25” O) 298 m sobre el nivel del mar en los meses
de enero y febrero del afio 2020. Randia echinocarpa Moc. & Sessé ex DC.
(Voucher No. 3648) se colectdé en la localidad de Rancho Viejo, Huetamo,
Michoacan, México (18°45’ 52.7” N, 100° 59’ 01.0”0) 540 m sobre el nivel del mar
en el mes de septiembre del afio 2020. La identificacion taxonomica se llevd a
cabo en el Herbario de la Facultad de Biologia (EBUM) de la UMSNH, por las

Bidlogas Rosa Isabel Fuentes Chavez y Norma Patricia Reyes Martinez.
8.3. Obtencion de Extractos
8.3.1. Obtencidn de extractos de la corteza de Diphysa minutifolia

540 g de corteza una vez secos y triturados mecanicamente, fueron
sometidos a maceracion por separado en hexanos, CH,Cl,, AcCOEt y MeOH a
temperatura ambiente por tres dias consecutivos, obteniéndose los extractos
correspondientes. Los pesos y porcentajes de rendimiento se describen en la tabla
8.3.1.1.

Tabla 8.3.1.1. Rendimientos obtenidos de extractos de corteza de Diphysa

minutifolia.
Extracto Peso (g) Porcentaje (%)
Hexanico 0.37 0.05
CH.Cl, 0.80 0.15
AcOEt 9.00 1.60
MeOH 38.22 7.07
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8.3.2. Obtencion de los extractos de los frutos de Randia echinocarpa

1 kg de los frutos se sometié a reflujo durante 5 h utilizando AcOEt y MeOH
como disolventes; se obtuvieron 28.80 g (2.88%) de extracto de AcOEty 66.20 g
(6.61%) de extracto de MeOH. Adicionalmente, 300 g de los frutos se sometieron
a maceracion a temperatura ambiente por 3 dias, utilizando hexanos, AcOEt y
MeOH como disolventes, obteniéndose los pesos y porcentajes descritos en la
tabla 8.3.2.1.

Tabla 8.3.2.1. Rendimientos obtenidos de extractos del fruto de Randia

echinocarpa.

Maceracion a temperatura ambiente

(300 9)
Extracto Peso (g) Porcentaje (%)
Hexanico 1.08 0.36
AcOEt 3.61 1.20
MeOH 29.42 9.81

8.4. Aislamiento del 5, 7,4’,5”,7’,4”-hexahidroxi-(3,3”)-biflavanona
(5).

El compuesto 5 se obtuvo como un polvo color
café (343 mg, 4%), pf = 230-234 °C a partir de la
cromatografia en columna utilizando mezclas
hexanos-AcOEt y hexanos-AcOEt-MeOH de las
OH  fracciones 137-179 (9 g) del extracto de AcOEt
de corteza de D. minutifolia; la presencia del

compuesto también se observé en el extracto metandlico. IR Vmax (cm™): 3500,
1613,1462, 1243, 1147, 831. UV (MeOH) Ayax (log €) nm: 203 (4.71). Los datos de
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-¢) y **C (100 MHz, DMSO-4) Se presentan en la
tabla 6.2.1.
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8.5. Obtencién del 5, 7,4’,5”,7”,4”-hexaacetoxi-(3,3”)-biflavanona
(42).

El derivado 42 (33 mg, 26%) se obtuvo en
forma de solido amorfo color blanco, pf = 115-
120 °C, a partir de la reaccion de
peracetilacion con anhidrido acético y piridina
de 8 mg de 5. Se purificO mediante

cromatografia en columna utilizando mezclas
de hexanos-AcOEt. IR Vimax (Cm'l): 3097, 1767, 1613, 1437, 1366, 1124, 844. UV
(CHCI3) Amax (log €) nm: 265 (4.27). Los datos de RMN de *H (400 MHz, CDCls) y
13C (100 MHz, CDCls) se presentan en la tabla 6.2.2.

8.6. Aislamiento de 3,4-dihidro-4(4’-hidroxifenil)-5,7-dihidroxi-(3,3”’)-

bicumarina (10)

Del extracto de AcOEt (9 g) se obtuvieron 230
fracciones mediante cromatografia en columna,
de las fracciones 193-195 (polaridad 3:7
hexanos-AcOEt), 196-210 (polaridad 1:4
hexanos-AcOEt) y 211-229 (polaridad 1:9

hexanos-AcOEt) se obtuvo al compuesto 10 (4 g,

44.4%) como cristales amorfos de color salmon,
pf = >300 °C; la presencia del compuesto también se observé en el extracto MeOH
de corteza de D. minutifolia. IR vmax (cm™): 3411, 1733, 1629, 1611, 1514, 1458.
UV (MeOH) Amax (log €) nm: 209 (4.93). Los datos de RMN de 'H (400 MHz,
CD;0D) y *C (100 MHz, CD3;0D) se presentan en la tabla 6.2.3.
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8.7. Obtencion del 3,4-dihidro-4(4’-acetoxi fenil)-5,7-diacetoxi-(3,3”’)-
bicumarina (11).

El derivado 11 (230 mg, 31%) se obtuvo en
forma de cristales incoloros, pf = 170-172 °C, a
partir de la reaccion de peracetilacion de 500
mg del solido enriquecido con componentes
aromaticos (ver discusion de resultados (6.2),
figura 6.2.7). IR Vmax (cm™): 1763, 1620, 1186,
903. UV (CH3CN) Apax (log €) nm: 193 (5.19).
Los datos de RMN de *H (400 MHz, CDCls) y **C (100 MHz, CDCl3) se presentan
en la tabla 6.2.4.

8.8. Aislamiento de la Ormocarpina (43).

El compuesto 43 se obtuvo como un sélido
amorfo de color naranja (23 mg, 0.10%), pf =
215-218 °C a partir de la recromatografia en
columna utilizando mezclas CH,Cl,-MeOH-

H,O de las fracciones enriquecidas 81-85

(30 g) del extracto metandlico de corteza de
D. minutifolia; IR Vmax (cm'l): 3307, 1632, 1579, 1242, 1071, 832. UV (MeOH) Anax
(log €) nm: 216 (4.57). Los datos de RMN de *H (400 MHz, CDs;OD) y **C (100
MHz, CD30D) se presentan en la tabla 6.3.1.

8.9. Obtencién del acido quindvico-3B-O-(B-D-glucopiranosil-

(27—1”")-B-D-glucopiranosil éster (45).

30 De la recromatografia en columna de las
fracciones 54-60 obtenidas del extracto de AcOEt
(20 g) utilizando mezclas de CH,Cl,-MeOH se
obtuvo al compuesto 45 (100 mg, 0.5%) como un
sélido café, pf = 245-250 °C, IR Vmax (cm™): 3389,
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2925, 1689, 1447, 1069. UV (MeOH) Ayax (log €) nm: 204 (4.08). Los datos de
RMN de *H (400 MHz, CD;0D) y **C (100 MHz, CDs0OD) se presentan en la tabla
6.5.1y6.5.2.

8.10. Aislamiento del gardendsido (28).

El compuesto se aisl6 como uno de los componentes
mayoritarios del extracto (20 g) metandlico de frutos de
R. echinocarpa. La purificacion de fracciones

enriquecidas 34-40 (2.5 g) se llevé a cabo en columna

cromatografica, utilizando mezclas CH,Cl,-MeOH-H,0.
28 se obtuvo en forma de miel ligeramente amarilla (792 mg, 4%); IR Vmax (cm™):
3345, 2927, 1689, 1638, 1291, 1072, 863. UV (MeOH) Amax (log €) nm: 236 (3.95).
Los datos de RMN de 'H (400 MHz, CDs;OD) y **C (100 MHz, CDs;OD) se
presentan en la tabla 6.6.1y 6.6.2.

8.11. Obtencion del 8, 10,2’,3’,4’,6’-hexaacetilgardenosido (46).

El derivado 46 (73mg, 45%) se obtuvo en forma de
sélido amorfo, pf = 52-55 °C, a partir de la reaccion de
peracetilacion de 100 mg de fracciones enriquecidas
con 28. IR Vmax (cm™): 2921, 1740, 1367, 1214, 1034,
826. UV (EtOH) Amax (log €) nm: 233 (3.87). Los datos
de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) y **C (100 MHz,
CDCl3) se presentan en la tabla 6.6.3.
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10. APENDICE. Rayos X

Tabla 10.1. Datos cristalograficos para 11.

Compuesto 11

Formula

Peso molecular

Tamafo del cristal

Sistema cristalino

Grupo espacial

a (A)

b (A)

c(A)

a (%)

B ()

v (%)

z

Densidad calculada (Mg/m?®)
Coeficiente de absorcion (mm™)
F (000)

Longitud de onda (A)
Temperatura K

Intervalos del angulo 6
Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Datos/restricciones/parametros
Bondad de ajuste sobre F2
indice de R final [I>2sigma(l)]

C42H34016. H2O
812.71
Monoclinico
Cc2
25.4944(6)
8.6480(2)
10.5971(2)
90
108.5910(10)
90

4

1.147

0.766

792

1.54178

293 (2)
8.410 a 58.930
39369

3090
3090/1/283
0.959
R=0.0683
Rw=0.1871
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Tabla 10.1.1 Distancias (A) de enlace para el compuesto 11.

O(1)-C(1)
O(1)-C(9)
C(1)-0(2)
C(1)-C(2)
C(2)-C(3)

C(2)-C(2)#1

C(2)-H(2)
C(3)-C(4)
C(3)-C(10)
C(3)-H(3)
O(3)-C(18)
0(3)-C(13)
O(4)-C(18)
C(4)-C(5)
C(4)-C(9)
C(3)-0(7)
C(5)-C(6)
O(5)-C(16)
O()-C(7)
C(8)-C(7)
C(8)-C(9)
C(8)-H(8)
0O(8)-C(25)
C(7)-C(6)
O(7)-C(25)
C(6)-H(6)
0O(6)-C(16)
0(9)-H(9A)

0(9)-H(10B)

Estudio Quimico de especies arbéreas medicinales de Huetamo, Michoacan

1.364(7)
1.385(7)
1.201(7)
1.497(7)
1.544(6)
1.557(8)
0.9800
1.514(6)
1.517(6)
0.9800
1.308(9)
1.418(7)
1.205(11)
1.382(7)
1.394(7)
1.385(7)
1.395(7)
1.334(8)
1.414(6)
1.361(9)
1.396(7)
0.9300
1.246(17)
1.356(9)
1.246(12)
0.9300
1.196(8)
1.12(6)
1.11(4)



C(10)-C(11)
C(10)-C(15)
C(11)-C(12)
C(11)-H(11)
C(12)-C(13)
C(12)-H(12)
C(13)-C(14)
C(14)-C(15)
C(14)-H(14)
C(15)-H(15)
C(16)-C(17)
C(17)-H(17A)
C(17)-H(17B)
C(17)-H(17C)
C(18)-C(19)
C(19)-H(19A)
C(19)-H(19B)
C(19)-H(19C)
C(20)-C(25)
C(20)-H(20A)
C(20)-H(20B)
C(20)-H(20C)
C(1)-O(1)-C(9)
0(2)-C(1)-0(1)
0(2)-C(1)-C(2)
0(1)-C(1)-C(2)
C(1)-C(2)-C(3)
C(1)-C(2)-C(2)#1
C(3)-C(2)-C(2)#1
C(1)-C(2)-H(2)
C(3)-C(2)-H(2)
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1.386(7)
1.389(7)
1.390(8)
0.9300
1.362(9)
0.9300
1.349(8)
1.373(7)
0.9300
0.9300
1.468(9)
0.9600
0.9600
0.9600
1.454(13)
0.9600
0.9600
0.9600
1.428(15)
0.9600
0.9600
0.9600
120.6(4)
116.5(5)
126.9(5)
116.5(4)
111.2(4)
109.3(3)
115.1(3)
106.9
106.9



C2)#1-C(2)-H(2) 106.9

C(4)-C(3)-C(10) 110.7(3)
C(4)-C(3)-C(2) 105.6(4)
C(10)-C(3)-C(2) 117.9(4)
C(4)-C(3)-H(3) 107.4

C(10)-C(3)-H(3) 107.4

C(2)-C(3)-H(3) 107.4

C(18)-0(3)-C(13) 120.0(5)
C(5)-C(4)-C(9) 116.7(4)
C(5)-C(4)-C(3) 123.7(4)
C(9)-C(4)-C(3) 119.6(4)
C(4)-C(5)-O(7) 116.5(4)
C(4)-C(5)-C(6) 121.9(5)
O(7)-C(5)-C(6) 121.5(5)
C(16)-0(5)-C(7) 117.3(4)
C(7)-C(8)-C(9) 117.3(5)
C(7)-C(8)-H(8) 121.3

C(9)-C(8)-H(8) 121.3

C(6)-C(7)-C(8) 123.1(5)
C(6)-C(7)-O(5) 119.0(6)
C(8)-C(7)-O(5) 117.8(6)
C(25)-0(7)-C(5) 125.9(7)
C(7)-C(6)-C(5) 118.4(5)
C(7)-C(6)-H(6) 120.8

C(5)-C(6)-H(6) 120.8

O(1)-C(9)-C(4) 121.2(4)
O(1)-C(9)-C(8) 116.4(5)
C(4)-C(9)-C(8) 122.4(5)

H(9A)-O(9)-H(10B)  138(4)
C(11)-C(10)-C(15)  117.1(4)
C(11)-C(10)-C(3) 123.5(4)
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C(15)-C(10)-C(3) 119.3(4)
C(10)-C(11)-C(12)  121.4(5)
C(10)-C(11)-H(11)  119.3
C(12)-C(11)-H(11)  119.3
C(13)-C(12)-C(11)  118.9(5)
C(13)-C(12)-H(12)  120.6
C(11)-C(12)-H(12) 1205
C(14)-C(13)-C(12)  121.3(5)
C(14)-C(13)-0(3) 119.2(5)
C(12)-C(13)-0(3) 119.4(5)
C(13)-C(14)-C(15)  120.0(5)
C(13)-C(14)-H(14)  120.0
C(15)-C(14)-H(14)  120.0
C(14)-C(15)-C(10)  121.3(5)
C(14)-C(15)-H(15)  119.3
C(10)-C(15)-H(15)  119.3
0(6)-C(16)-0(5) 121.1(5)
0(6)-C(16)-C(17) 125.2(6)
0(5)-C(16)-C(17) 113.6(6)
C(16)-C(17)-H(17A)  109.4
C(16)-C(17)-H(17B)  109.5
H(17A)-C(17)-H(17B) 109.5
C(16)-C(17)-H(17C) 109.5
H(17A)-C(17)-H(17C) 109.5
H(17B)-C(17)-H(17C) 109.5
0(4)-C(18)-0(3) 121.2(7)
O(4)-C(18)-C(19) 126.4(8)
0(3)-C(18)-C(19) 112.4(9)
C(18)-C(19)-H(19A)  109.5
C(18)-C(19)-H(19B)  109.5
H(19A)-C(19)-H(19B) 109.5
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C(18)-C(19)-H(19C)  109.4
H(19A)-C(19)-H(19C) 109.5
H(19B)-C(19)-H(19C) 109.5
C(25)-C(20)-H(20A)  109.6
C(25)-C(20)-H(20B)  109.4
H(20A)-C(20)-H(20B) 109.5
C(25)-C(20)-H(20C)  109.5
H(20A)-C(20)-H(20C) 109.5
H(20B)-C(20)-H(20C) 109.5
O(7)-C(25)-0(8) 113.0(12)
0(7)-C(25)-C(20) 121.8(10)
0(8)-C(25)-C(20) 121.2(12)

Tabla 10.1.2. Angulos (°) de enlace para el compuesto 11.

C(9)-O(1)-C(1)-0(2) 171.2(5)
C(9)-O(1)-C(1)-C(2) -7.1(7)
0(2)-C(1)-C(2)-C(3) -132.9(6)
0(1)-C(1)-C(2)-C(3) 45.2(6)
0(2)-C(1)-C(2)-C(2)#1 -4.8(8)
0(1)-C(1)-C(2)-C(2)#1 173.4(4)
C(1)-C(2)-C(3)-C(4) -55.4(5)
C(2)#1-C(2)-C(3)-C(4) 179.6(4)
C(1)-C(2)-C(3)-C(10) 68.8(5)
C(2)#1-C(2)-C(3)-C(10) -56.1(6)
C(10)-C(3)-C(4)-C(5) 86.7(5)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -144.7(5)
C(10)-C(3)-C(4)-C(9) -94.8(5)
C(2)-C(3)-C(4)-C(9) 33.9(5)
C(9)-C(4)-C(5)-O(7) 178.5(4)
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C(3)-C(4)-C(5)-O(7) -2.9(7)

C(9)-C(4)-C(5)-C(6) 2.8(8)
C(3)-C(4)-C(5)-C(6) -178.6(5)
C(9)-C(8)-C(7)-C(6) 3.1(9)
C(9)-C(8)-C(7)-O(5) 178.8(5)
C(16)-0O(5)-C(7)-C(6) -86.7(8)
C(16)-0(5)-C(7)-C(8) 97.3(8)
C(4)-C(5)-O(7)-C(25) 130.6(12)
C(6)-C(5)-O(7)-C(25) -53.6(13)
C(8)-C(7)-C(6)-C(5) -2.1(9)
0(5)-C(7)-C(6)-C(5) -177.8(5)
C(4)-C(5)-C(6)-C(7) -1.1(8)
O(7)-C(5)-C(6)-C(7) -176.5(5)
C(1)-O(1)-C(9)-C(4) -17.8(7)
C(1)-O(1)-C(9)-C(8) 164.3(5)
C(5)-C(4)-C(9)-O(1) -179.5(4)
C(3)-C(4)-C(9)-O(1) 1.8(7)
C(5)-C(4)-C(9)-C(8) -1.8(8)
C(3)-C(4)-C(9)-C(8) 179.6(4)
C(7)-C(8)-C(9)-O(1) 176.8(5)
C(7)-C(8)-C(9)-C(4) -1.1(8)
C(4)-C(3)-C(10)-C(11) 72.1(6)
C(2)-C(3)-C(10)-C(11) -49.5(6)
C(4)-C(3)-C(10)-C(15) -104.8(5)
C(2)-C(3)-C(10)-C(15) 133.5(4)
C(15)-C(10)-C(11)-C(12) 0.4(8)
C(3)-C(10)-C(11)-C(12) -176.6(5)
C(10)-C(11)-C(12)-C(13) -0.1(10)
C(11)-C(12)-C(13)-C(14) -0.3(10)
C(11)-C(12)-C(13)-0(3) -178.3(5)
C(18)-0(3)-C(13)-C(14) 102.8(8)
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C(18)-0(3)-C(13)-C(12)
C(12)-C(13)-C(14)-C(15)
0(3)-C(13)-C(14)-C(15)
C(13)-C(14)-C(15)-C(10)
C(11)-C(10)-C(15)-C(14)
C(3)-C(10)-C(15)-C(14)
C(7)-O(5)-C(16)-O(6)
C(7)-O(5)-C(16)-C(17)
C(13)-0(3)-C(18)-0(4)
C(13)-0(3)-C(18)-C(19)
C(5)-O(7)-C(25)-0(8)
C(5)-O(7)-C(25)-C(20)

-79.1(9)
0.3(8)
178.4(5)
0.1(7)
-0.4(7)
176.7(4)
-2.4(12)
179.7(7)
11.2(13)

-169.6(9)

-17(2)

-174.8(11)
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A QUIEN CORRESPONDA:

Par medio de la presente se hace CONSTAR la determinacion taxonomica de TRES
ejemplares  botanicos constituidos por hojas, flores y frutos secos, los cuales fueron
entregados en julio y agosto de 2019 y 2020, por parte de la Dra. Rosa Elva Norma del Rio
Torres Profesora Investigadora Titular B del Institute de Investigaciones Quimico Biolégicas de
la UMSNH, al personal del Herbario de la Facultad de Biologia (EBUM) de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo; de acuerdo a la informacion brindada en la eliqueta
de campo con los ejemplares, estas plantas fueron recolectadas en el municipio de Huetamo
en el estado de Michoacdn de Ocampo, dos ejemplares con fecha de colecta del 4 de agosto
de 20,i_9y uno mas con fecha del 9 de agosto de 2020. Debido a que los ejemplares no fueron
herborizados de acuerdo a las técnicas estandarizadas no es posible que los ejemplares
formen parte de la Coleecion de Plantas Vasculares del EBUM por lo tanto no se les asignd un
numero de folio.

Despuds de realizar observaciones de estructuras merolégicas con el apoyo de una
lupa estereosolpica, se cuenta con la documentacion digital de los caracteres morfolégicos
distintivos de 1a espegie.

Para la determinacion taxondmica con caracteres morfoldgicos a nivel de familia se
usaron las claves dicotbmicas de la Flora Fanerogamica del Valie de México de Rzedowski, J.
y G. Cakdertn de Rzedowski™ y para I determinacion a nivel de género y especie se usaron
las claves de Trees and Shrubs of Mexico de Paul Standley™; en este tratado el autor coloca
al género dentro de la tnbu Galegeae v las claves de Studies of Mexican and Central American
Plants de Joseph Nelson Rose™, . I

El nombre especifico del ejempilar fue: b
Diphysa minutifolia Rose Fucukad de Blokogu

El nombre cientifico fue revisado en las bases de datos del Missoun Botanical Garden™ y The
Plant List™ para revisar que diche nombre cntifico es aceptado actualmente asi como los
laxa supraespecificos.
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Con esta revision se confima que  Diphysa minutifolia Rose  Es un nombre aceptado

Las categorias taxondmicas supraespecificas'” son:

Reino: Plantag Orden: Fabales Bromhead
Division: Magnoliophyta Familia: Fabaceae Lindl.

Clase: Equisetopsida C. Agardh Género: Diphysa Jaca.
Subgclasa: Magnokidae Novak ex Takht. Especie: Diphysa minutifolia |

Superorder: Rosanae Takht.
Para esta especie no se han registrado sinonimias.
Nombres comumo #: "ysusuc” (Yucatan) y ‘retama’ (Tamaulipas)

Descripeion de la especie™” Arbusto de 1 a 2 m de alto, rigidamente ramificado, ramas
viejas dé'cdor bti_s‘ 0.r0fizas, ramas del primer ano puberulentas; hojas pequefas, estrechas, de
2 a 6 cm de largo, estipulas fineales, de 2 a 3 mm de largo; foliolos numerosos 13 hasta 40,
pequeiios, de 4 a B mm de largo, ovado, oblongo, obiuso, pubescentes cuando es joven, glabra
en edad; de color verde brillante inflorescencia muy reducida, a veces solo 1 o 2 flores éslas
de 1.5 cm de largo; bracteas no vistas, indudablemente caducas; cdliz ligeramente pubescente,
quiza voiviéndose glabrado, ovario pubescente; los frutos son vainas de 4 a 5 cm de largo,
infladas, ' )

Distribucion % De Tamauipas a Yucatén'y Chiapas; ’
Fevultad de Bluboga
QEWUMSNH
Finaimente s& realizd un cotejo con ejemplares de la misma especie depositadas en el
herbario EBUM colectados en Huetamo y Jungapeo. con esto se comobora la
determinacion a especie.

Literatura usada para la determinacin taxonémica:

(1) Rzedowski, J. y G. Calderon de Rzedowski. 2001. Flora Fanerogamica del Valle de México.
Instituto de Ecologia, A.C., Centro Reglonal del Bajio, Patzcuaro, Michoacdn, México. 1406

po.
(2) Standley, P.C. 1961, Trees and Shrubs of Mexico.Vol, 23, United Stales National Museum,
Smithsonian Institution. Washinton D.C. U.S.A. pag. 478-479,
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{3) RoseJ. N. 1909. Studies of Mexican and Central American Plants . Contributions from the
United States National Herbarlum, Smithsonian Institution. Washington. Vol. XIi: 7, Pag.
271,

{4) Missouri Botanical Garden, ® 2020- 4244 Shaw Boulevard - Saint Louis, Missouri 63110,
hitpwww.Iropicas.org {Gitimo accesa: 12 de septiembre de 2019)

(5) The Plant List (2013) Versidn. 1. Publicado en Internet, nitpuiveww.theplantlist.org (Gitimo
acoeso: 12 de septiembre de 2019)

Morelia, Michoacan a 28 de enero del 2021.

ATENTAMENTE

Biol. Rosh lsal ntes Chavez. Biol. Norma Patricia Reyes Martinez
Curadora de la Coleeciog de Plantas Técnice Académico "A"
Vasculares Herbario de la Facultad de Biologia
Herbario de la Facultad de Biologia Universidad Michoacana de San Nicolas de
Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo

Hidalgo
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